
Monika Brzychczy-Włoch1, Tomasz Gosiewski1, Małgorzata Bodaszewska1, Wojciech 
Pabian2, Małgorzata Bulanda1, Piotr B. Heczko1

ROZKŁAD SEROTYPÓW PACIORKOWCÓW GRUPY B,
IZOLOWANYCH Z PRZYPADKÓW NOSICIELSTWA ,

OZNACZONYCH METODĄ MULTIPLEKS PCR*

1 Katedra Mikrobiologii Collegium Medicum Uniwersytetu  Jagiellońskiego i Krakowie 
Kierownik: prof. dr hab. med. Piotr B. Heczko

2  Katedra Ginekologii i Położnictwa, Klinika Ginekologii, Położnictwa i Onkologii 
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellońskiego w Krakowie 

Kierownik: prof. dr hab. med. Antoni Basta

Częstość nosicielstwa paciorkowców grupy B (GBS) w grupie 1176 ciężar-
nych, badanych w latach 2007-2009, wynosiła 30%. Kolonizację Streptococcus 
agalactiae zarówno w pochwie, jak i odbycie wykazano u 80% nosicielek,  
kolonizację tylko pochwy stwierdzono u 9% skolonizowanych pacjentek, 
zaś odbytu u 11%. Potwierdzono skuteczność metody multipleks PCR do 
oznaczania genów kodujących polisacharydy powierzchniowe GBS charakte-
rystyczne dla poszczególnych serotypów. W populacji 353 kobiet ciężarnych 
będących nosicielkami paciorkowców grupy B dominował serotyp III (35%), 
następnie Ia (20%), V (17%), II (15%), Ib (8%) oraz IV (5%), przy czym, 
w badanej grupie nie stwierdzono szczepów należących do serotypów VI, 
VII, VIII. 

Paciorkowce grupy B (group B streptococcus; GBS) reprezentowane przez gatunek 
Streptococcus agalactiae, pomimo wprowadzenia w USA oraz w niektórych krajach 
europejskich, w tym także w Polsce, okołoporodowej profilaktyki antybiotykowej, nadal 
są jednym z głównych czynników etiologicznych sepsy oraz zapaleń opon mózgowo-
rdzeniowych wśród noworodków (5, 11). Ponadto, w ostatnich latach paciorkowce grupy 
B są coraz częściej izolowane z zakażeń od osób w podeszłym wieku oraz od pacjentów 
z obniżoną odpornością (9).

Obecnie, na podstawie różnic w budowie polisacharydów powierzchniowych (capsular 
polysaccharide; CPS) w obrębie gatunku S. agalactiae wyróżnia się dziesięć serotypów: Ia, 
Ib, II, III, IV, V, VI, VII, VIII i IX (6, 12). Częstość występowania poszczególnych seroty-
pów zależy między innymi od obszaru geograficznego, rasy, a także zjadliwości szczepu 
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(9, 10, 13). W grupie kobiet ciężarnych w Europie i USA dominują serotypy III, V i Ia, zaś 
w Azji serotyp VI oraz VIII. U noworodków z wczesną sepsą dominuje serotyp III, rzadziej 
V i Ia, zaś wśród osób dorosłych za zakażenia odpowiadają głównie serotypy V i III (1, 
9, 10). Poznanie rozkładu serotypów dla wybranych populacji ma szczególne znaczenie 
dla rozwoju prac nad skonstruowaniem wieloważnej szczepionki przeciwko zakażeniom 
GBS, nad którą w ostatnich latach trwają intensywne badania (4, 6, 9, 10, 12). Ponadto, 
oznaczenie polisacharydów powierzchniowych jest jedną z metod wykorzystywaną do prze-
prowadzania analiz epidemiologicznych wśród paciorkowców grupy B. W tym celu można 
stosować testy serologiczne lub metodę PCR, umożliwiającą wykrycie genów kodujących 
poszczególne CPS (9, 10).

 Ponieważ brakuje danych epidemiologicznych opisujących częstość występowania 
poszczególnych serotypów w populacji polskich kobiet ciężarnych, będących nosicielkami 
paciorkowców grupy B, celem poniższych badań było oznaczenie udziału serotypów GBS 
w populacji kobiet będących w 35-37 tygodniu ciąży.

MATERIAŁ I METODY

Badania nad nosicielstwem paciorkowców grupy B prowadzono w ramach prac 
statutowych UJ CM w okresie od 08.2007 do 07.2009 zgodnie z protokołem klinicznym 
zaakceptowanym przez Komisję Bioetyczną UJ (opinia numer KBET/143/B/2007). Bada-
niami objęto 1176 kobiet z województwa małopolskiego będących w 35-37 tygodniu ciąży. 
Materiałem badanym były wymazy z pochwy i odbytu, diagnozowane w kierunku GBS 
za pomocą metody hodowli prowadzonej według rekomendacji CDC (Centers for Disease 
Control and Prevention) (11), zgodnie z procedurą opisaną wcześniej przez Brzychczy-
Włoch i wsp. (2).

Oznaczenie polisacharydów powierzchniowych dla 353 izolatów GBS zostało przepro-
wadzone metodą serologiczną z zastosowaniem uniwersalnego zestawu lateksowego Group 
B Streptococcus GBS Serotyping Kit (ESSUM) oraz  metodą multipleks PCR. Zasada dzia-
łania testu lateksowego oparta była na reakcji aglutynacji, gdzie cząstki lateksu opłaszczone 
były króliczymi przeciwciałami poliklonalnymi klasy IgG, specyficznymi dla poszcze-
gólnych CPS. Detekcję genów kodujących poszczególne polisacharydy powierzchniowe, 
przeprowadzono zgodnie ze zmodyfikowaną procedurą Poyart i wsp. (10). W metodzie tej 
wykorzystano dwa zestawy starterów: IaF, IaR, IbF, IbR, IIF, IIR, IIIF, IIIR, IVF, IVR oraz 
VF i VR, VIF, VIR, VIIF, VIIR, VIIIF, VIIIR (Genomed) (Tabela I). Chromosomalne DNA 
izolowano przy użyciu kolumienkowego zestawu Genomic Mini (DNA Gdańsk). Miesza-
nina reakcyjna zawierała: 0,5mM par starterów Ib, III, IV lub V oraz 0,25mM par starterów 
Ia, II lub VI, VII i VIII; 50 ng bakteryjnego DNA; 250 mM każdego dNTP (Roche); 4,5 
mM MgCl2 (Euryx); 2 U polimerazy yellow Taq (Euryx). Próbki poddawano amplifikacji 
w termocyklerze PTC-200 (BioRad), zgodnie z następującym programem: 95OC - 5 min, 
50 x (95OC - 60 sek, rapm 0,5OC/sek do 60OC, 60OC - 60 sek, 72OC - 3 min), 72OC - 5 min. 
Otrzymane produkty analizowano w 1,5% żelu agarozowym w obecności bromku etydyny 
(BioRad). Uzyskany obraz poddawano ocenie przy pomocy programu QuantityOne (BioRad) 
oraz aparatu GelDoc 2000 (BioRad).

Do analizy statystycznej stosowano test G2 (Likelihood ratio).
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WYNIKI I ICH OMÓWIENIE

Badania nad nosicielstwem paciorkowców grupy B prowadzono przez okres 24 mie-
sięcy w latach 2007 - 2009 na grupie 1176 kobiet będących w trzecim trymestrze ciąży. 
Częstość nosicielstwa S. agalactiae w badanej populacji ciężarnych wynosiła 30%. Od-
notowany, stosunkowo wysoki odsetek kolonizacji, w porównaniu do wyników własnych 
uzyskanych w latach 2004 - 2006, gdzie kolonizacja sięgała 20% (2), może być efektem 
obserwowanego narastania nosicielstwa GBS wśród ciężarnych, jak również może być 

Tabela  I .  Sekwencje specyficznych starterów dla genów kodujących polisacharydy powierzch-
niowe Streptococcus agalactiae według Poyart i inni (2007) (10). 

Nazwa 
starteru Sekwencja (5’ i 3’) Gen Wielkość 

produktu (pz)
Ia-F
Ia-R

GGTCAGACTGGATTAATGGTATGC 
GTAGAAATAGCCTATATACGTTGAATGC

cps1aH
cps1aH

521 
1826

Ib-F
Ib-R

TAAACGAGAATGGAATATCACAAACC 
GAATTAACTTCAATCCCTAAACAATATCG

cps1bJ
cpsIbK 770

II-F
II-R

GCTTCAGTAAGTATTGTAAGACGATAG 
TTCTCTAGGAAATCAAATAATTCTATAGGG

cps2K
cps2K 397

III-Fa

III-Ra
TCCGTACTACAACAGACTCATCC
AGTAACCGTCCATACATTCTATAAGC

cps1a/2/3I
cps1a/2/3J 1826

IV-F
IV-R

GGTGGTAATCCTAAGAGTGAACTGT 
CCTCCCCAATTTCGTCCATAATGGT

cps4N
cps4N 578

V-F
V-R

GAGGCCAATCAGTTGCACGTAA 
AACCTTCTCCTTCACACTAATCCT

cps5O
cps5O 701

VI-F 
VI-R

GGACTTGAGATGGCAGAAGGTGAA 
CTGTCGGACTATCCTGATGAATCTC

cps6I
cps6I 487

VII-F 
VII-R

CCTGGAGAGAACAATGTCCAGAT
GCTGGTCGTGATTTCTACACA

cps7M
cps7M 371

VIII-F 
VIII-R

AGGTCAACCACTATATAGCGA 
TCTTCAAATTCCGCTGACTT

cps8J
cps8J 282

Ryc. 1.  Nosicielstwo paciorkowców grupy B wśród 1176 kobiet będących w 35-37 tygodniu 
ciąży. 
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związany z udoskonaleniem procedur diagnostycznych, w tym metody hodowli oraz metod 
diagnostyki molekularnej (3). 

Na 353 pacjentki z potwierdzoną kolonizacją, nosicielstwo GBS zarówno w pochwie jak i 
odbycie, wykazano tylko u 280 kobiet (80%). Natomiast nosicielstwo w samej tylko pochwie 
wykryto u 33 badanych (9%), zaś kolonizację jedynie odbytu wykazano w 40 przypadkach 
(11%) (Ryc. 1). Tym samym, potwierdzono zasadność pobierania od ciężarnych dwóch osob-
nych wymazów, zarówno z pochwy jak i odbytu, gdyż ograniczenie się tylko do jednego z tych 
materiałów, może być przyczyną uzyskiwania fałszywie ujemnych wyników. 

Przy pomocy metody serologicznej z zastosowaniem uniwersalnego zestawu latekso-
wego oznaczono serotypy dla 353 izolatów GBS. Ponieważ wyniki otrzymane za pomocą 
metody lateksowej budziły w niektórych przypadkach wątpliwości co do ich poprawnej 
interpretacji, porównano je z wynikami otrzymanymi przy zastosowaniu metody PCR 
(Tabela II). Dzięki zastosowaniu dwóch zestawów starterów specyficznych dla genów kodu-
jących poszczególne CPS metoda multipleks PCR w stosunkowo prosty sposób umożliwiła 
oznaczenie serotypów GBS (Ryc. 2). Wykazano statystycznie istotne różnice pomiędzy 
wynikami otrzymanymi obiema metodami (G2=20,5; p<0,0001). Zaobserwowane różnice 
dotyczyły głównie oznaczeń w obrębie serotypu Ia oraz III. Ponadto, metoda lateksowa nie 
pozwalała na prawidłową detekcję szczepów należących do serotypu IV oraz w przypadku 
niektórych izolatów nie dawała w ogóle wyników (not typing strains; NT). Na korzyść 
metody PCR przemawia także fakt, że umożliwiła ona różnicowanie szczepów o silnej 
autoagregacji, które w teście lateksowym dawały fałszywie dodatnie wyniki w obrębie 
kilku badanych serotypów. Metoda multipleks PCR, w wybranych przypadkach, ułatwiła 
zróżnicowanie dwóch szczepów wykazujących wzajemną koagregację, a należących do 
różnych serotypów, których nie udawało się rozdzielić metodami fenotypowymi. 

Po przeanalizowaniu wyników testu lateksowego i zweryfikowaniu ich metodą PCR, 
wykazano, że w grupie kobiet będących nosicielkami GBS (n=353) wśród izolatów domi-
nował serotyp III (35%), następnie Ia (20%), V (17%), II (15%), Ib (8%) oraz IV (5%). 
Przy czym, w badanej populacji kobiet nie stwierdzono szczepów należących do serotypów 
VI, VII, VIII (Ryc. 3). 

Tabela II.  Porównanie wyników otrzymanych przy zastosowaniu metody lateksowej oraz metody 
multipleks PCR z oznaczania serotypów dla przykładowych (n=100) szczepów S. aga-
lactiae. 

Serotyp
Wyniki uzyskane 
metodą lateksową 

dla n=100

Liczba oznaczeń z 
metody lateksowej 

potwierdzona w 
PCR

Liczba oznaczeń 
z metody PCR nie 

potwierdzona metodą 
lateksową

Wyniki uzyskane 
metodą multipleks 

PCR dla n=100

Ia 21 16* 1  17
Ib 4 4 0 4
II 13 13 3 16
III 41 32* 3 35
IV 0 0 4 4
V 17 17 7 24

NT 4 0 0 0
Suma 100 82* 18 100

NT – wynik nietypowalny; * wynik istotny statystycznie dla p<0,05
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Ryc. 2.  Przykładowe produkty amplifikacji charakterystyczne dla wybranych serotypów Ia, Ib, 
II, III i IV S. agalactiae uzyskane za pomocą metody multipleks PCR z zastosowaniem 
specyficznych starterów: IaF, IaR; IbF, IbR; IIF, IIR; III-Fa, III-Ra; IVF, IVR. Ścieżki: 
M - marker wielkości PerfectTM 100-2500 pz (Euryx), Ia, Ib, II, III, IV - szczepy GBS 
reprezentujące poszczególne serotypy, Mix - próba pozytywna, N - próba negatywna.

Ryc. 3.  Rozkład serotypów wśród paciorkowców grupy B (n=353) pochodzących z przypadków 
nosicielstwa. 
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Uzyskany wynik rozkładu serotypów dla paciorkowców grupy B izolowanych z przy-
padków nosicielstwa wśród ciężarnych zbliżony jest do wyników pochodzących z innych 
krajów Europejskich (1, 4, 8). Warto zwrócić uwagę na szczególne podobieństwo uzyskanych 
wyników do danych pochodzących ze Słowacji, gdzie odsetek nosicielstwa GBS wśród 
ciężarnych w roku 2004 wynosił 29,3%, a wśród serotypów dominował serotyp III (33%), 
Ia (22%), V (14%), II (13%) oraz Ib (8%) (8). 

PODSUMOWANIE

1. Częstość nosicielstwa paciorkowców grupy B wśród 1176 ciężarnych będących w 35-37 
tygodniu ciąży, badanych w latach 2007-2009, wynosiła 30%. 

2. W grupie kobiet będących nosicielkami S. agalactiae, obecność GBS  zarówno w po-
chwie, jak i odbycie wykazano u 80% kobiet, z kolei nosicielstwo tylko w pochwie 
oznaczono u 9%, zaś w odbycie u 11%, tym samym potwierdzono zasadność pobierania 
od ciężarnych dwóch osobnych wymazów, zarówno z pochwy, jak i odbytu. 

3. Potwierdzono skuteczność metody multipleks PCR do oznaczania genów kodujących 
poszczególne polisacharydy powierzchniowe GBS charakterystyczne dla poszczególnych 
serotypów. 

4. Wykazano statystycznie istotne różnice w wynikach oznaczania serotypów GBS, uzy-
skanych przy zastosowaniu uniwersalnego zestawu lateksowego oraz metody multipleks 
PCR. 

5. W grupie 353 kobiet ciężarnych z potwierdzoną kolonizacją S. agalactiae dominował 
serotyp III (35%), następnie Ia (20%), V (17%), II (15%), Ib (8%) oraz IV (5%), przy 
czym, w badanej populacji nie stwierdzono szczepów należących do serotypów VI, VII, 
VIII. 

M. Brzychczy-Włoch,  T.  Gosiewski ,  M. Bodaszewska,  W. Pabian,  M. Bulanda, 
P.B.  Heczko

ANALYSIS OF SEROTYPES DISTRIBUTION OF GROUP B STREPTOCOCCI ORIGIN FROM 
PREGNANT CARRIAGE USING MULTIPLEX PCR 

SUMMARY

The aim of study was to evaluate the applicability of the PCR multiplex method for the identifica-
tion of Streptococcus agalactiae (group B streptococci; GBS) serotypes and to indicate the participation 
of serotypes in the group of pregnant women. 1178 pregnant women at 35-37 weeks of pregnancy 
were studied between 2007-2009.  Vaginal and rectal swabs collected from these women were tested 
for the presence of GBS. S. agalactiae identification was done basing on the culture method according 
to the CDC recommendations. For all isolated GBS strains the surface polysaccharides which condi-
tioning serotypes were determined using commercially available serological latex kit and multiplex 
PCR method with two sets of specific primers. The frequency of GBS carriage among 1176 pregnant 
women was 30% (353 cases). Simultaneous colonization of the vagina and anus was demonstrated 
in 80% women, whereas GBS carriage only in the vagina or only in the anus was indicated in 9% 
and 11% cases, respectively. In pregnant women colonized by GBS serotype III (35%) dominated. 
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The other serotypes were detected with the following frequency: Ia (20%), V (17%), II (15%), Ib 
(8%) and IV (5%). In the analyzed women population, GBS strains belonging to the VI, VII, VIII 
serotypes were not found. The results of our study show a great diagnostic usefulness of multiplex 
PCR method for identification of genes encoding GBS surface polysaccharides that are typical for 
individual serotypes. 
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